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近年 ， 消化管癌 に 高い 奏効率 を示 す化学療法と して ， フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン とそ の 調節因子の 併用 が注 目 され て い る ． 本研
究で ほ ， フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン の 作 用増強の 条件を 明 らか に す る こ と を 目 的と し 仁 腫瘍覿織に お ける フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン の 代謝関連
酵素活性を測定す ると ともに ， チ ミ ジ ル 酸合成酵素くthymi dylate syntha s e， T Slの 阻害と酵素反応の 補因子で ある還元型葉酸
濃度と の 関係を検討 した ． 75例の 臨床症例か ら得た胃癌 ， 大腸癌の 新鮮覿 鮎 7検体と正 常粘険1 4検体を用い た ． 採取 した 覿織
は凍結保存 し， T S濃度 ， チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ くth ymidin ekin as e， T Kl 活性， 5－フ ル オ ロ ウ ラ シ ル く5－flu or o ur a cil， 5 ゼ Uトの リ ソ
酸 化 と 分解 経路 の 酵素活性 ， 還 元塾葉 酸 で あ る メ チ レ ン チ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 くm ethyle n etetr ahydrofolylgluta m ate，
C H2H4PteGluトお よび テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸くtetr ahydrofolylgluta m ate， H4PteG lu の 濃度を 測定 した ， さ ら に ， ト リチ ウ ム で ラ ベ ル
した フ ツ 化デ オ キ シ ウ リ ジ ン 一 癖酸くfluo rode o xyuridin e m o n ophosphate，F d U M Plと T Sお よび 内因性葉酸 に よ っ て 形成され
る 三 者結合体くter n ary c o mple x， T Cl の 安定性を観察 した 一 度瘍組織 の TS 壊乱 T K括
IR， 5－F Uの リ ソ 酸化 およ び 分解経路
活性 ， 2 つ の 還元型葉酸の 合計濃度 ， T Cの 半減期はそ れ ぞれ ， 2．5 士3．6nM， 2■6 士1．3n m oVg 紅織ノmin ．， 4．5土3T9n moVg 組
lmin． ，1．4土1．On m oVg 紅織ノmin ． ，1．9 土1．OnM ， 36 土8分 で あ っ た ■ ま た ， T Cの 半減時間と試験管内の C H2H4PteGlu 濃度とほ
よく相関 した くyニ 89．8x ＋1 8．6， r こ 0－869， pく0．00 り． 外国性 の F d U M P と内国性還元型葉酸 と で 形成 され た T Cの T S濃度 に
対す る百 分率 を意味する試験管内チ ミ ジ ル 酸合成酵素阻害率くthymidylat9 Synthas einhibition rate in tubel T SI R in tubel
は ， T S．濃度 と負の 相関を 呈 した くy ニ
ー 0－37x＋2．672． r ニ 0－543， pく0．001l． 以上 の 研究結果か ら ， 5－F Uの 分解は フ ッ 化 ビ リ ミ
ジ ン の 抗腫瘍効果に 影響を与え ， そ して 腫瘍組織間に み られ る T S濃度や還元型葉酸濃度の 相違は フ ツ 化 ビ リ ミ ジ ン 投与後の
T S阻害率や T S阻害の 持続 に 影響を与え る と考え られ た ．
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消化管上皮由来の 悪性腫瘍の 治療 に お い て ， 病巣の 外科的切
除が そ の 中心 で あ る こ と に 異論は な い ． しか し ， 局所療法の 限
度を超え て 進展 した 症例に 遭遇す る こ と もまれ で は なく ， 進行
胤 再発癌 に 対す る有効な化学療法の 開発は急務 で ある と言え
る ．
過去20年間で ， 化学療法に よ る 白血 病 ， 悪性リ ン パ 腫 ， 卵巣
癌な どの 治療成績は飛躍的に 向上 した ． 一 方 ， 胃癌 ， 大腸癌 の
予後向上 に 寄与 した の は 早期発見 と い う診断技術 の 進歩 で あ
り， こ れ ら の 癌腫に は 化学療法の 効果は期待 で きな い と い うの
が通説で あ っ た ．
近年の 生化学的 ， 薬理 学的検索 に よ っ て ， 各種抗癌剤の 作用
機序の 解明 と とも に ， 腫瘍細胞 が抗癌剤 に 対 し低感受性と な る
故序も明 らか に さ れ つ つ ある ． か か る知見に 基づ い て ， 腫瘍細
胞内で の 抗癌剤の 代謝を調整 しそ の 効果増強を 図 る ， い わ ゆる
生化学的調節くbiochemic al m odulatio nl の 理 論を 導入 した 化学
療法が最近注目され て い る ． な か で も， 消化管原発の 癌腫に 対
して は 一 5－フ ル オ ロ ウ ラ シ ル く5－fluor o u r acil， 5－F Ul を 作用因子
くeffe ctorl と して 使用す る多剤併用療法が注目 を浴び ， 基礎 軌
臨床的検討が な され て い る ． すな わ ち ， ロ イ コ ポ リ ン や シ ス プ
ラ チ ゾ，， メ チ オ ニ ン 欠乏輸液
2， を 調節因子 くm odulatorl と した
5－F U 系抗癌剤の 生化学的調節の 基礎的検討が な され ， 臨床 で
もそ の 効果が 認め られ て い る
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5－F Uの 主た る作用機序ほ ， 5－F U が5一フ ル オ ロ 2ー
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，
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，
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F d U M Plに 代謝され た後 ， ビ リ ミ ジ ン の 新生合成系律速酵素で
ある チ ミ ジル 酸合成酵素くthymidylate syntha s e， TSI お よび メ
チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 くm ethyle n etetrahydrofolylgluta m ate，
CH2H．PteGlul とともに 三 者結合体くtern ary com ple x． T Cンを形
成 し ， T Sを不 括化する こ と に よる
7 脚
． した が っ て ， 腫瘍細胞内
で の 5－F Uの 代謝障害や異化 ， T Sに 対す る葉酸の 相対的不足
は 5－F Uに 対す る低感受性 に 帰結する と考え られ る
別
．
ロ イ コ ポリ ソ や シ ス プ ラ チ ン を 調節因子と して 5－F U ととも
に 用い る場合， そ の 目的は腫瘍細胞内の 還元型葉酸濃度の 増加
で ある ． しか し ， ヒ ト 新鮮腺病組織 を用い た 腫瘍組織 内の
5－F U代謝に 関す る検討は少なく ， 加え て F dU M Pの 存在下 で
形成 され る T C と細胞内還元塾葉酸 との 関係 に つ い て は こ れ ま
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で 全く研究 され て い な い ． 抗癌剤の 効果に 影響 を与 え る腫瘍組
織内の 生化学的因子 の 検討は ， 採取 した腫瘍 の 抗癌剤 に 対す る
感受性の 予測 川 と 同様 ， 臨床上 極め て 重要な こ と で ある と思 わ
れ る ．
本研究 で は ， ヒ トの 胃癌 およ び大腸癌の 新鮮切除材料を用 い
て 5 ゼ Uの 代謝 ， 異化 に 関わ る酵素の 活性 ， 5－F Uの 標的酵素 で
ある T S濃度， お よび 形成され た T Cと 癌組織内還元型葉酸の
関係に つ い て 検討 した ．
対象お よび方法
工 ． 対 象
1990年1月 よ り1991年 5月 ま で に 金沢大学第 一 外科お よび 関
連施設 に お い て病理 観織学的に胃癌 また ほ 大腸癌 と診断 され た
症例の うち75例 を対象 と し， そ の 生検お よ び切除が な され た 材
料計87検体 を用 い た ． 内訳は ， 胃癌原発巣52検体 ， 胃癌転移リ
ン パ 節 9検体 ， 大腸癌原発巣25検体 ， 大腸癌転移 リ ン パ 節1 検
体であ っ た ． ま た ， 胃癌原発巣か ら 5c m 以上離れた部の 正 常胃
粘膜14検体 を採取 し測定 に 供 した ． さ らに ， 肝切除時 に 得 られ
た正 常肝組織 2検体 に つ い て も， 酵素活性の 測定 に 供 した ． 採
取 した 検体 は直 ち に 液体窒素で凍結 し， そ の 後 － 80 Cで 保存 し
た ．
正 ． 研究方法
1 ． 投与薬剤 お よび 投与方法
87検体の う ち胃癌11例 ， 大腸癌 5例に は テ ガ フ ー ル に 換算 し
て 600mgJ日 の U F Tくテ ガフ ー ル と ウ ラ シ ル の モ ル 比 1こ 4 の
合剤ンを 一 週 間投与 し， 最後 の 内服 の 4ノ ー 5時間後 に 標本 を採
取 した ．
2 ． 検査法
り 試薬 の 調製
5－t6－3Hl－ フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン くflu o rode o xyu ridin e，
F d UrdI くNe w England Nu cle ar， Bo sto n， U S Al か ら の
3rトF d U M Pの 調製に ほ ， 青田 肉腫細胞由来の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ
くthymidin ek ina se， T Kl を 用い た ． 吉田肉腫細胞由来 の T Kの
調 整ほ 以下 の よ う に 行 っ た ． すなわ ち t 生 後 5 週 の 雄 ド ン
リ ュ ー ラ ッ ト の 腹腔内に て 3世代継代培養 した 青田 肉腫細胞を
半分に 希釈 した生理 食塩水 で 2回 洗浄 した 後 ， こ の 細胞沈癒
1g に 酵素液調製液A く5m M 塩化 マ グネ シ ウ ム ， 25m M 塩化カ
リ ウ ム ， 10m M 2
－ メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル を 含 む ， pH8 の
50m M トリス 塩酸緩衝液1 を 4倍量加え て 1分間粉砕 した ． こ
れ を 4 て二， 105，000x g， 60分間の 超遠心 の 後， 上清 を酵素調整
液A で1 2時間透析 した ． 透析後， 4 て二， 1 0，000x g， 20分間遠心
し ， そ の 上 清を
3
H－F d U M P調製用酵素くT Kl 液と した ． こ の 吉
田 肉腰細 胞由 来 の TK を用 い て ， 5－r6－
3
Hl－F d Urd か ら
3HLF d U M Pを調製 した ． すなわ ち ， まず， 0．1 M 塩化 マ グネ シ
ウ ム を含む 0．5 M ト リ ス 塩酸緩衝液くpH8．OJ，1 00m M A T P水溶
液 ，1 20m M 戊－ グ リ セ ロ フ ォ ス フ ェ ー ト水溶液を お の お の 1容量
ずつ 混合 した 溶液 0．2ml 中に ， 5－r6－
3
HIF d Urd O．5ml を40 C，
10分間減圧乾固を行 っ た もの を溶か して基質溶液と した ． こ の
基質溶液 0．2 血 に ， 青田 肉腫細胞由来の T E液く上述10．8mlを
加え ， 37 て二， 1時 間反応 させ た ． 水冷後 ， 蒸留水 1．Oml， 20タ首ト
リ ク ロ ロ 酢酸くtrichloro a c etic a cid， T C A10．5ml を加え反応 を止
めた ． 4 て二， 3，000rpm ， 1 0分間の 遠心 後 ， 上 清に 当量 の T CA
除去剤を加え10分間振塗 し， さ らに 3，000rpm ， 10分 間遠 心 し
た ． T C A除去剤 は ト リー n－オ ク チ ル ア ミ ソ くtri－ n－ O Ctyla min el
17．7g に l， 1， 2－ ト リ ク ロ ロ ト リ フ ル オ ロ エ タ ン く1， l，
2－trichlorotriflu or o－ etha n elを 加え て 1 00g と した もの を使用 し
た ． 4枚の PEIセ ル ロ ー ス プ レ ー ト くP EI－C elluloseplateJに遠
心 上 清を 1ノ4量ず つ 吸着 させ ， 1 M酢酸と 1 M塩化 リ チ ウ ム を
等量ず つ 含 む展開液 に て 展開 した ． そ の 際 ， 各 P Elセ ル ロ ー ス
プ レ ー トの 両側 に 幅 2c m の P E工セ ル ロ ー ス プ レ ー トを 1枚ず
つ 並 べ て ， これ ら に 10m M の 非標識 F d U M P を 1 0JJlずつ 吸着
させ ， 同時 に 展 開 した ． 紫外線灯で非標識 F d U M Pの 位置 を確
認 し ， こ れ を マ ー カ ー と して3H－F d U M Pが展開 され て い る部分
の P E工セ ル ロ ー ス を か き と り ， 試験管内に 移 した ． そ して ， こ
の 中に 0．2 M ギ酸ア ン モ ニ ウ ム 4ml を 加え， 十 分に 振返後 ，
3，000rpm ， 10分間の 遠 心 を行 っ た ． そ の 上 清を
3
H－F d U M P溶液
と し ， 残 りの 沈蔭に ほ さ らに 0．2M ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム 2ml を加
え ， 同様に し で H－F d U M Pの 溶出 ， 分離を 行 っ た ． こ の 操作を
繰 り返 し． 得 られ た3H－F d U M P溶液の 比活性 が 3．7xlOTdpmノ
血 以上 の もの の み 凍結保存 し， 酵素活性測定 に 使用 した ．
2う 切除検体か らの 酵素の 抽出
手術に よ る切除後 1時間以内に 液体窒素 に て 凍結 し ， 測 定ま
で － 80 て に て保存 した ． 測定は 凍結処理後10日 以内に 行 っ た ．
測定に 際 し， 以下 の よう な 凍結検体 の 処理 を 行 っ た ．
i ． TK， ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び 5－F U リ
ン 酸化経路 の 酵素活性測定の た め の 検体処理
検体 l．Og に 4ml の 酵素作成液 A を加え ， 1 分 間粉砕 した
後 ， 4 て二， 105．000x gt 65分間の 超遠心 を行 っ た ． 遠心 後 の 上
帝を 各検体 の 酵素液と した ．
ii． T S濃度 ， お よ び還元 型葉酸濃度測定 の た め の 検体処理
各検体 2．Og を 1．Og ず つ に わ け， そ れ ぞれに 酵素液調製液B
く1 5m M C M P， 20m M メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル ， 0．1 Mフ ッ 化ナ ト
リウ ム 0．2 M ト リ ス 塩酸緩衝液 ， pH 7．4トを 4 血ず つ 加 え ， 1 分
間粉砕 した 後 ， 4 て， 1 05，000xg， 65分間の 超遠心 を 行 い ， 上
滞を 各検体 の 酵素液と した ．
iii． T Cの 半減期測定の た め の 検体処理
検体 3．Og を 71血 の 酵素液調製液 B で 粉砕 した 以外ほ 21－ iiと
同様に して 行 っ た ．
3う 酵素活性の 測定
i． T Kの 活性測定
0．1 M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 0．5 M ト リ ス 塩 酸緩衝液
くpH8．Ol， 1 20m Ma－グ リ セ ロ フ ォ ス フ ェ ー ト水溶液 ， 1pCilmlの
14
C－ チ ミ ジ ン くNe w Engla nd Nu cle arlを 含む 1m M チ ミ ジ ン ，
お よ び 100m M A T P水溶液 をそ れ ぞれ 等量ず つ 混合 し， こ れ
を 基質液 と した ， こ の 基質液 0．05mlに 2トi で作成 した酵素液
0．2ml を加 え ， 37 て1 20分間反応 させ た ． 沸騰水に 3分間浸 し
た 後 ， 3，000rpm ， 1 0分 間の 遠 心 を 行 い ， そ の 上 清 0．1ml を
3x3c m の D E A Eセ ル ロ ー ス 紙 くT O Y O濾紙 ， 東京う に 滴下
し ， これ を Im M ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム 液で10分間洗浄後 ， 蒸留水
で洗浄 した ． ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム 液 と蒸留水に よ る洗浄 を 2度繰
5－F U， 5－flu oro u ra cilニ L，． C a S ei， La ctoba cillus c a seiニ H．PteGlu ， tetr ahydrofolylgluta m ateニ H．PteGlun ，
tetrahydrofolylpoly gluta m ateニ T C， ternary CO mple xi TCA， trichloro ac etic acidニ T K， thymi din ekin as eニ T S，
thymidylate synthas eニ T SIR， thymidylate syntha sein hibition r ate
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り返 し た 後 ， D E A Eセ ル ロ ー ス 紙 を 風 乾 し た ． 風 乾 後 ，
D E AE セ ル ロ ー ス 紙 をバ イ ア ル に 移 し， ト ル エ ン に て希釈 した
5倍濃縮 シ ソ チ ブ レ ン ダ ー lー を 10ml加 え ， D E A Eセ ル ロ ー ス
紙上 に 残 っ た
14C－チ ミ ジ ン ー 燐酸を 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ ー に て 測定 した ． な お ， 放射活性ほすべ て くdpmlと して測
定 した く以下同 じ1．
一 九 一 部の D E AE セ ル ロ ー ス 紙は 洗浄を
行わず に そ の ま ま バ イ ア ル に 移 し ， D E A Eセ ル ロ
ー ス 紙上 の
14C－ チ ミ ジ ン と
HC－チ ミ ジ ン ー 燐酸の 総和を 測定 した ． 測定値か
ら 1g あた り の 組織が 1分間に 生成 した チ ミ ジ ン
ー 餅酸 量を 計
算 し ， こ の 値を そ の 癌組織 の 有する T K活性と した ．
ii． ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 活性の 測定
0．1 M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 0．5 M ト リス 塩酸緩衝液
くpH 8．01， 250m M フ ッ 化ナ ト リ ウ ム ， 500m M ニ コ チ ン 酸ア ミ
ド， 10m M ジヒ ド ロ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド
フ ォ ス フ ェ ー ト くdihydr o nic otin amide ade nine din u cle otide
pho sphate， N A D P Hl， 20pCilml の
3 H－F UくNe w Engla nd
Nu cle arlを 含む 0．1m M 5－F U， お よ び 50m M A T P を等量ずつ
混合 し基質液 と した ． こ の 基質液 0．15mlに 21－ i で 作成 した酵
素液 0．1mlを 加え ， 37 C， 30分間反応させ た ． 水冷後 ， 2 M の
過塩素酸 0 月5ml に て 反応 を止め ， 4 こ， 3，000rp 町 5分間遠心
した ． そ の 上 清の 0．2ml を試験管 に と り ， 2 M の 水酸化 カ リ ウ
ム 0．06ml を添加 して 携搾後， 3，000rpm ， 5分間遠心 した ． 遠心
後， 上 清 0，02mlを マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で と り ， T L C プレ
ー ト
くMer ck， Fr a nkfurt， De uts chla ndl を 使 い 展開 した ． 展 開液 は
1 7こ 3こ1 の 容量比の ク ロ ロ ホ ル ム ， メ タ ノ ー ル ， 酢酸か ら成 る
もの を用 い た ， 15旬 20分間の 展開の 後 ， T L C プレ ー トを 乾燥 さ
せ ， 紫外線灯で照 ら しな が ら原点部分をか き と りバ イ ヤ ル に 入
れた ． これ に 4 N H Cl O．1ml を 加 え た後 ， A CS一正 1 0ml を 加
え ， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ーに て 測定 した ． 一 方 ， 一
部は展開せ ずに 総 カ ウ ン ト数 を 求 め た ， 得 られ た 測定値 よ り
1g の 癌組織 が単位時間く別 当た りに 分解 した 5－F U量を算出
し， 本酵素活性 と した ．
iii． ビ リ ミ ジ ン フ ォ ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ く経
路 1 の 活性測定
5－F U を直接 フ ッ 化 ウ リ ジ ン ー 麟 酸 くflu o ro u ridin e m o n opho－
sphate， F U M P Hに 変換する本酵素活性の 測定を行 っ た ． すな わ
ち ， 等量ず つ の 0．5m M ト リ ス 塩酸 くpH 8．OJ， 0．05m M 塩化 マ グ
ネ シ ウ ム ， 0．1m M フ ッ 化ナ ト リウ ム ， 0．04m M フ ォ ス フ ォ リ ボ
シ ル ピ ロ 燐 酸 ， 蒸 留 水 ， お よ び 20pCiノml の 3H－F U を 含 む
0．1m M 5－F U か ら成る 基質液を調製 し， こ の 0．15ml と 2トiで
調整 した 酵素液 0．1mlを 混ぜ37 C， 30分間反応 させ た ． 30分後
直ち に 氷冷 し ， 2 M の 過塩素酸 を加 え て反応を止めた ． 続い て
4 C， 3，000rpm ， 5分間の 遠心 を 行い ， そ の 上 清 0．2mlを 小試
験管に と り ， 0．2M の 水酸化 カ リ ウ ム を加 えて 控拝 した ． さ ら
に ， 3，000rp 町 5 分間 の 遠心 の 後 ， 上清 0．02ml を 3トiiの 測定
時と同様に して T L C プレ ー ト を 用 い て 展開し ， 原点部分を カ
ウ ン ト した ． 一 方 ， 一 部は展開せ ずに 総 力 ウ ソ ト数を 求めた ．
得られた 測定値から 1g の 痛風織が単位時間く分コ当た りに リ ン
酸化 した 5－F U量 を算出 し本酵素活性 と した ．
iv
． ウ ラ シ ル リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ＋ ウ リ ジ ン キ ナ
ー
ゼ く経路 21 の 活性測定
5－F U から F Urd を経て F U M Pに 至 る本経路の 活性の 測定
ほ ， 基質液が 一 部異な る以外 は 3I－iii と同様に して 行 っ た ． すな
わ ち ， 基質液 と して 蒸留水の 代わ りに 0．1 M A T P を， フ ォ ス
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フ ォ リ ボ シ ル ピ ロ 燐酸 の か わ りに 40m M の リ ボ ー ス トー燐 酸を
用い て 測定 した ． 得られた 測定値か ら 1g の 痛組織が単位時間
く分ン当た り に リ ン 酸化 した 5－F U量 を算出 し， 本経路の 酵素活
性と した ．
v ． ウ ラ シ ル デ オ キ シ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ＋チ ミ ジ
ン キ ナ ー ゼ く経路 3さ の 活性測定
5－F U か ら F d Urd を経て Fd U M Pに 至る本経路の 活性の 測
定 は ， 基質液が 一 部異な る以外は 3トiii と同様に して 行 っ た ． す
なわ ち ， 基質液 と して 蒸留水の 代わ りに 0．1 M A T P を， フ ォ ス
フ ォ リ ボ シ ル ピ ロ 燐酸の か わ り に 40m M の デ オ キ シ リ ボ ー
ス ー ト燐酸を 用 い て 測定 した ． 得 られ た測定値 よ り 1g の 痛組織
が単位時間く分さ当た りに リ ン 酸化 した 5－F U量を算出 し， 本経
路の 酵素活性と した ．
vi． 癌組織内 T S濃度 およ び T S阻害率の 測定
Spe ar sら
11I－21の 方法に 準 じて行 っ た ． すなわ ち ， 試験管内に
2I－iiの 操作 に よ り作成 した酵素液 0．2mlを 入れ ， 続い て 緩衝液
Aく0．6 M重炭酸ア ン モ ニ ウ ム ， 0．1 M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ，
0．1 M フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 15m M C M P か ら成 る1 を
0．2ml，
3H－F d U M Pく50m M リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩 衝液 に て 3．7x
l O6dpmJ
l
ml に 調整1 を0．2ml， 最 後 に 補 因子溶液 Bく2m M
dl－ し テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 ， 16m M ア ス コ ル ビ ン 酸 ， 9m M フ ォ ル
ム ア ル デ ヒ ド， 15m M C M P， 20m M メ ル カ プ ト ニ タ ノ
ー ル
，
0．1 M フ ッ 化ナ ト リ ウ ム ， 2 ％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ，
50m M
l
リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩衝液 ， pH 7ヰトを 0．1ml添加 し， 30て二，
20分間反応 さ せ た ． そ して 直ち に 冷却後 ， 1 0 ％ T C A O．7ml を加
え反応を止め た ． 4 て， 2，000rp 恥 5分．間の 遠心 後， 上 帝を吸
引除去し ， 沈瞳を 5％ T C A 2ml で 2 回洗浄 した ． 洗浄後 ， 沈
法に ギ酸 0．5皿l を加え溶解さ せ た ． こ の 全量を バ イ ア ル に 移
し ， A C S一皿 10m トを加え て液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に
て 放射活性を測定 した ． 測定値 よ り ブ ラ ン ク を差 し引 い た値
を ， 使用 し713H－F d U M Pの 比放射活性 で 険 し， こ れ か ら癌狙織
1g 当た りの T S量を求め た ． 一 方 ， こ れ と は別に フ ッ 化 ビ リ
ミ ジ ン 系抗癌剤に よ る術前化学療法 を施行 し た症例 に 対 して
ほ ， 酵素液 を緩衝液Aで25C ， 3時間処理 した後 ． 上記 の 方法
で 総 T S濃度を測定した ． 緩衝液A に よ る前処 置施行後 に 得 ら
れ た値を総 T S量汀SI。．A．l， 緩衝液A に よ る前処 置を施行せ ずに
得 ら れ た 値 を 近 似遊離 T S量 く．，，，。X Lm 8 ．eT SL，e el とし ， Spe ars
ら
11－12－ の 理論に よ り 真の 遊離 T S濃度 汀Sf．亡el を 次 の 式 で 求め
た ．
T S，，．． 二く8，，，。X Lm a ．，T S，，．亡－0．13x T S．。．al10．87
さ ら に TS 阻害率 く％う を 次の 式で 求めた ．
T S阻害率 二 1 00xくT S．。t 且． － T S．，e CVT S．。t a．
41 外因 性の F d U M P と内因性還元塾葉酸の み の 存在下 で の
T C形成量の T S濃度に 対す る百 分率 くthymi dylate synthas e
inhibitio n rate in tube， TSIRin ．。b色1の 測定
使用す る補因子溶液B の 違い 以外 は T S濃度の 測定 と同様に
して 行 っ た ． すな わ ち1 内因性 の メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸
くmythyle n etetr ahydrofolate， CH2H4PteGlul の み の 存在下 で の
T C形成量は ， d卜し テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 と フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドの
両者を 含ま な い 補因子溶液B
，，
を 用い て測定 した ． また ， 内因
性の H．PteGlu を C H2I
－hPteGlu に 変 えた状況下で の T C形成




用 い て 測定 した ． 神国子 溶液 B
，
を 用 い て 測定 され た T C形成
量 の T S濃度 に 対す る百 分率 T SIRin t 。beく％I は 次 の 式 に よ っ
た ．
TSIRh tub亡 ニ rT C形成量ノg 組織コAT S量Ig 魁織コ Xl OO
51 癌艇織内 C H2H4PteGlu お よ び H4PteGlu 濃度の 測定
D． V ． Sa nti博士 くカ リ フ ォ ル ニ ア 大学 ， U．S．A ．J， 綿 矢有佑博
士 く岡山大学ユ よ り 供与 を うけ た ム庄Cねあd Cfgg混ざ ピd J efくエ．
c a seiJ の T S を用 い ， CH2H．PteGlu ， また は フ ォ ル ム ア ル デ ヒ
ドにて CH2H4PteGlu に 変換 した H．PteGlu を ， 3H－F d U M Pを
用 い て T Cと して 補足す る方法t 3Iを と っ た ． すなわ ち ， 20％ま
た は10％ に 調整 さ れ た T S測定用 の 酵素 液 0．2 mi， 50nM




o．1ml， お よ び測定
直前 に 調整 した 70nM の L ． ca sei TS 入 り緩衝液 A O．2ml か
らなる反応液を30 て， 20分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た後 ，
10 ％T C A O．7ml に て 反 応 を 止 め た ． そ し て ， 沈 鐘 中 の
3H－F d U M P を測定 した ． 禰 因子溶液 B
，，
を使用 して 得 られ た 測
定値を癌阻織内の C H2H．PteGlu 濃度 と し， また 補因子溶液B
，
を使用 した とき に 得 られ た値 よ り こ の 値を差 し引い た 値を癌阻
織 の H4PteGlu 濃度 と した ，




HLFdU M P にて 標識 された T Cを 形成 させ ， 続い て
過剰 の Fd U M Pを加 え ， 標識 され た T Cの 減衰曲線を求め た ．
す なわ ち ， T SI Rh ．u b． の 測定方法を用い ， 癌鼠 織内の 内困性 の
C H2H4PteGlu お よ び H4PteGlu の み の 存 在下 で 標識 さ れ た
T C を形成 させ た ． 37 てニ， 3分間の イ ン キ ュ べ － シ ョ ン に 続 い
て ， 反応液中 で
3
H－F d U M Pの 初期濃度の 2，000倍 に あた る 濃度
に な る F d U M Pを 加え ， こ の 時点 より標識 され た T Cの 解離時
間の 測定を開始 した ． 時 間毎く0分 と1 0， 20 お よ び30分 の 3
点I に 反応液中の 0．7ml を採取 し， こ れ を 水冷 した 10 ％ TCA
く0．7mlう入 りの 試験管内に 加え た ． 引き続き ， T S濃度の 測定と
同様 に 沈睦を 5 ％ T C Aに て洗浄後 ， 可溶化 させ放射活性 を測






































Ga stric Lym ph n ode N o r m al
CarCJnO m a m et a． m u c o s a
Fig．1． T he a ctivity of dihydr o u r acil dehydr oge n a，S ein the
prim a ry ga stric c arcinom aくgastric c ar cinom al， m etaStatic
lym ph n ode of the ga stric carcin o m aく1ym ph node m eta．l，
a nd nor m al ga stric m u c o s aくn or m al m u c os al． Vertic al bar s
repre s e nt m e an土S．D． ．
横軸 に と っ て 残存率が50％ に な る時間く分I を半減期 と した ．
3 ． 病理 観織診断
切除標本の うち ， 検体採取部分 に 近接する痛組織塑 を へ マ ト
キ シ リ ソ ー エ オ ジ ン 染色 に て診断 した ． 病理組織学的診断ほ胃
癌取 り扱 い 規約お よ び 大腸癌取 り扱 い 規約に よ っ たl 咽
4 ． 統計学的処理
異 な る 2群の 平均値 の 差 の 検定 ほ Stude nt の t検 定を 用 い
て ， 異な る 3群以上 の 平均値 の 差b検定は A N O V A法を 用 い
て 行 い ， 危険率 5％以下をも っ て有意 と した ． ま た ， 回帰は 最




1 ． 5 ギ Uの 分解経路 の 律速酵素括性
5－F Uの 分解経路 の 律速酵素であ る ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル デ ヒ ト
ロ ゲ ナ ー ゼ の 活性 は 胃癌原発巣くn ニ 371， 胃 癌転移 リ ン パ 節
くn ニ 91， 胃正常粘膜組織くn ニ 1即 でそ れ ぞれ 1．4士1．0， 1．1 士0．8，
1．8 土0．7n m olノg 組織ノmin． で あ っ た ． 胃癌原発巣の 5－F Uの 異
化活性 は正 常胃粘膜に 近似 して い た く囲い ．
一 方， 2例 の 肝覿織で の 本酵素活性は ， そ れ ぞれ 1 0．2，16．1n
m olノg 阻織ノ皿 h． と極め て 高値 を呈 して い た ．
2 ． 5－F Uの リ ソ 酸化経路の 酵素乾性
胃痛原発巣くn こ 22Hに おけ る経路1 ， 経路 2 ， お よ び経路 3
の 酵素活性 はそ れ ぞれ 0．51 土0．70， 4．50 士3．90， 9．00 士4．70n m olノ
g 組織ノmin ． で あり ， 最大の 活性値 を示 した の は経路 3 であ っ
た く図 21． 胃正 常粘膜 くn ニ 別 に お ける経路 1 ， 2 お よ び 3の 酵
素活性はそ れ ぞれ 0．24士0．17， 2．60士3．20， 4．40土3．40n m olノg 組
織ノmin ． で あ り ， 胃癌 転移 リ ン パ 節 くn こ 引 で は そ れ ぞ れ
0．20 士0．20， 1．60 士0．50， 8．30 士4．80n m oVg 組織J，min． で あ っ た ．
経路1 ， 2 お よ び 3に お い て ， 胃癌原発巣ほ胃正常粘膜 よ り
有意に 高い 活性 を有 して い た くPく0．05う．
3 ． T K活性
































Pathw ayl Pathw ay2 Pathw ay3
Fig． 2． T he a ctivite s of 5－F Uphosphorylatio n pathw ays in
prim ary ga stric c ar cino m a． Pathw ays l， 2 a nd 3m ea，n the
pathw ay of pyrimidin e pho spho ribosyl tr a n sfer as e， the
pathw ay of lユr aCilribosyltr a n sfera s eplu s u ridin e kin as e，
a nd the pathway of u ra cil de o xyribo syltr a n sfera s eplus
thymi din e k inas e， re Spe Ctiv ely． ホPく0．05． Vertic al bars
r epr es e nt m e a n土S．D． ．
消化管癌化学療法に お け る生化学的修飾
粘膜 くn 二 1 21 の T K 活性 は そ れ ぞ れ 2．60 土1．30， 2－30 士1．30，
1，10 土0．90n m olノg 組織ノmin． で あり ， 胃癌原発巣は胃正常粘膜
に 比 べ 有意に 高値を 呈 して い た げく0．0引，く図 3I．
4 ． T S濃度
胃癌原発巣くn こ 抑 ， 胃正常粘膜くn こ 川 お よび 大腸癌原発巣
くnニ 25う の T S 濃 度 ほ そ れ ぞ れ 2．50 土3j札 0．70 土0．70，
3．80 土3．40nM であり ， 胃癌原発巣は胃正常粘膜 に 比 べ 有意に
高値を呈 して い た くPく0．0軋 く図4I．
5 ． T K活性 と 5－F Uの リ ソ 酸化経路 との 関
T K活性と経路1 ま た は 2 との 間に 有 意な 相関は み ら れ な
か っ た がくr こ 0．27， P ニ 0．266こr こ 0．350， p こ 0．1541， T K活性 と経












Gastric Lym ph n ode No r m al
CarCln O m a m eta ． m u C O S a
Fig． 3． T he activity
し
of thymi d ine kin a s eくT Kl in the
prim ary gastric c a rcino m aくga stric c ar cin o m aナ， m eta Static
lymph n ode of the gastric c arcin o m aOymph n ode m etaLl，
and n or m al ga stric m u c o s aくn o r m al m uc os aJ． ホ Pく0－05．
Vertic al bar s r epr e se nt m e a n土S．D． ．
G a stric No r m algastric
C ar Cl n O m a m u C O S a
Fig．4． T he a ctivity of thymidylate syntha seくT SI in the
prim ary gastric c ar cin o m a a nd n or m alga stric m u c os a． ホ
．Pく0－05－j－ V trtic al ba rs r epre s e nt－m ea n土S．D． ．
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51．
6 ． 外国性 の F d U M P と内因性還元塾葉酸の み の 存在下で の
T C形成量と そ の T S濃度 に 対する 百 分率くT SIRh Lubel の 測定
胃癌 およ び 大腸癌計49検体の T S王R血 t ub亡 ほ 25．1士1 7．2 ％で あ
り ， こ の 値は T S濃度が大きくな るに つ れ 小 さく な る傾向を 呈
した くr ニ 0．431， pく0．0り，く図 6つ．
7 ． T SIR
術前 に U F T を投与 さ れ た 12検体 に お け る T S阻害率
くT SIRl は， TSIRm 血 と は異な り T S濃度が大きくな っ て も小
さ くな る傾向はみ られ なか っ た く固 71．



























1 2 3 4 5 6
T Kくn m oIIgtis s u eImi巾
Fig．5． Corr elatio nbetw e e nthymidin ekin as eくT Kンactivitie s
a nd 5－F Uphosphorylatio n pathw ay 3 activitesin prim ary
gastric c arcin o m a． Signific a nt c o rr elatio n w as obs er v ed
betw e e nthe mくr ニ 0．628， P く0．01．
2 4 6 8 10 12
T SくnMJ
Fig． 6． Corr elatio n betw e e n thymi dylate synthas el
evels
くT Sl a nd T SI Rh ．血 V alue s－ Signific a nt n egativ e corr elatio n
w a s obs erv ed betw ee n－he mくr． ニ Q．431i pく0．01l
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胃癌お よ び 大腸癌35例に お け る ， 2 つ の 葉酸 の 合計濃度 は
1．90土1．00nM で あり ， C H2H．PteGlu 濃度 ， H．PteGlu 濃度は そ
れ ぞれ 0．69 士0．54， 1．25 土0．69nM であ っ た ． C H2H4PteGlu 濃
と H4PteG lu 濃 度 と の 間 に は 有意 な 相 関 が 認 め ら れ た
くr ニ 0．356， Pく0．051，く図 81．
9 ． 3H－T CくT S－3H－F d U M P－C H2H．PteGlul の 半減期 ， お よ び
そ れ と C H2H．PteGlu 濃度 と の 関係
30％酵素液 に て得 られ た3H－ T Cの 半減期は36 士 8分 で あり


























1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TSくnMJ
Fig．7． Corr elatio n betw e e nthymidylate synthase le v els
汀Sナ a nd T SI Rv alu e s． No c orr elation w as obs er v ed




































0 ．5 1 1．5 2 2．5 3 3．5
Tetrahydr ofolateくnMJ
Fig． 8■ Corr elatio nbetw e e ntetr ahydr ofolate a nd m ethyle n e
－
tetrahydr ofolate levels． Signi王ic a nt c orr elatio n w a s
Obs er v ed betw e e nthe s e tw o folate le v els くr ニ 0．356，
pく0．05I．
半減期は 測定 した 試験管中の C H2H4PteGlu 濃度 と 正 の 相 関を
呈 した くr 二 0．869， pく0．001う，く図 9う．
rO． 癌組織内還元型葉酸活性 と T S濃度 との 関係
癌組織内の T S濃度と H4PteGlu 濃度と の 間， お よ び T S濃
度と 2 つ の 還元 型葉酸の 合計濃度と の 間に は正 の 相関が 認め ら
れ た が く図10，11， T S濃度と C H2H4PteGlu 濃度 と の 問に ほ有
意の 相関は み られ なか っ た くr ニ 0．176， p ニ 0．312う．
0 ．05 ．1 ．15 ．2 ．25 ．3 ．35 ．4
M ethyle n etetr ahydr ofolate
plus tetrahydr ofolate くnMI
Fig．9． Co rr elatio nbetw e e n m ethyle n etetr ahydr ofolatele v els
in tube a nd the half－1ife of the tritiu m labeled T C．
Signific a nt c orrelatio n w a s obs e rved betw e e n the m



















2 4 6 8 10 1 2
T SくnMJ
Fig．1 0． Corr elatio n betw e e n thymidylate syntha s e
a nd
tetr ahydro壬olate le v els－ Signific a nt co rr elatio
n w aS



































































































































































































消化管癌化学療法に お ける 生化学的修飾
V
o 2 4 6 8 1 0 12
TSくnMI
Fig．11． Correlatio nbetw e e nthymidylate synthas ele v els
a nd
the s u m oftetr ahydr ofolate a nd m ethyle n etetrahydr ofolate
lev els． Signific a nt c orr elatio n w as obs er v ed betw e e nthe m


































苫 0 2 4 6 8 1 0 1 2
T Sくn M，
Fig．12． Corr elatio nbetw e e nthymidylate synthas ele v els a nd
the r atio of the s u m of tetrahydrofoiate a nd m ethyle n e－
tetr ahydr ofolate le v els to T S le v el． Signific a nt n egativ e
c orrelatio n w a s obs erv ed betw e e nthe m くr ニ 0．543， pく
0．0011．
一 方 ， T S濃度 に 対す る還元型葉酸濃度の 比ほ ， T S濃度が 大
きくな るに つ れ 有意に 減少 した くr ニ 0，543， pく0－00り，く図12ぅー
11． 癌組織内還元塾葉酸濃度 と TS工Rh ．ube との 関係
試験管中の C H2H．PteGlu 濃度 と TSI Rh t。be との 間に ほ有意な
相関 は み られ な か っ た が くr こ 0．041， p ニ 0．8151， 試験 管中 の
CH2H．PteGlu 濃度を T S濃度で険 した 値と T SIRh ．。b． と の 間に













1 2 3 4 5 6 7
M ethyle n etetr ahydrofolate
ノT S
Fig．13． Co rrelatio n betw ee nthe ratio of m ethylen etetr a－
hydrofolate le v el to T S le v el a nd T SI R肌 L 。h， V alu e s－
Signific a nt c orr eLatio n w as observed betw e e n the m
くr ニ 0．553， pく0．00り．
考 察
い く つ か の 抗癌剤は作用機序 の 解明が進み ， 腫瘍が 示 す低感
受性に 関与す る因子 が判明 しつ つ ある ． と りわ けフ ッ 化 ビ リ ミ
ジ ン 系抗癌剤は ， そ の 代謝過程 と とも に 作用機序が ほ ぼ 明 らか
に され て い る数少な い 薬剤の 一 つ と い え る ． 5－F U はこ れ ま で
消化器癌に 最も頻回 か つ 大量に 使用 され た 薬剤で あるが ， 単剤
はもち ろん他剤 との 併用 で も満足 で き る臨床効果を示 さな か っ
た ． そ の 原因ほ ， 5－F U が抗腫瘍効果を発揮す る際 に 必 須で あ
る 葉酸 の 代謝を無視 した使用 法に あ っ た
7－
． ま た ， 腫瘍観織内
で 5－F U が受け る代謝の 実際も解 明 され て い な い ． か か る事象
を 明 ら かに す る こ と は ， 理論的な 薬剤の 併用 法の 開発 ， 癌の 化
学療法の 成績向 上に 結び つ く と考え られ る ，
最初に ， ヒ トの 腺病阻織内で の フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 代謝 を検討
した ． ある種 の 培養細胞 で は ， T K は 5－F Uリ ン 酸化経路 の 律
速酵素で ある 怖 ． また ， 5－F Uを F d U M Pに 変換する経路に お い
て T K活性は チ ミ ジ ン フ ォ ス フ ォ リ ラ
ー ゼ 活性よ り もは る か に
小 さい と され て きた
17－
． 以上 の こ とは ノ 本研究で T K活性と ，
5－F Uの リ ン 酸化経路の うち の 経路 3 との 間に 有意 な 相関が み
られ た こ とか らもう かが わ れ る ． しか し， ヒ ト の 痛風織で は補
酵 素 で あ る デ オ キ シ リ ボ ー ス ー1r燐 酸 く2－de o xy－aLD－ribo s e
l－pho sphate， dqRibl 円 が 少な く ， F d Urd が速や か に 5－F Uに
変換 され て しま う と され ， 5 ゼUの リ ソ 酸化に 占め る経路 3の
重要性 に 疑問がある ． 本研究の 成績か ら ， ヒ ト で は経路 2 が主
た る 5－F Uの リ ン 酸化経路で あ ると 考え られ た ． ま た ， 本研究
に よ り こ れ ら 5－アU の リ ン 酸化経路活性 と比較 して ， 5－アU の
分解酵素活性も無視 しうる値で ほ な い こ と が判明 した ． 本酵素
活性の 抑制 に よ っ て フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 抗癌効果が増
強 ざれる ご と はすで に認め られ て お り
酬 I
，
．本酵 素の 存在 が腫
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瘍に よ る フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 糸抗癌剤 に 対する低感受性 の 一 因 に
な っ て い る もの と 思わ れ た ．
一 方観織内 で は ， 還元塑葉酸 は ポ リ グル タ ミ ン 酸塩 と し て 存
在す るた め20I， 今回 測定 した C H2H．PteGlu や H4PteGlu ほ それ
ぞれ ポ リ グ ル タ ミ ソ 酸 塩型 メ チ レ ン チ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸
くm ethyle n etetr ahydrofolylpolygluta m ate，C H2H4PteGlunlお よ び
ポ リ グル タ ミ ン 酸 塩 塾 テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 くtetr ahydr ofolyl－
polygluta m ate， H．PteGlu。l と 考え られ た ． 本研究 の 成績で ほ ，
T S高濃度 の 癌組織 で ほ C H2H．PteGlu およ び H4PteGlu 濃 度も
高く I T S高濃度の 癌観織 でほ 葉酸代謝が活発で ある と 推測 さ
れた ． ま た ， 高濃度の 葉酸を含 む培養液中 で 培養 さ れ た 培養細
胞内の 還元型葉酸濃度く0．5ノ ー2．7月Mさ
211221
と比較 し ， 本研 究で 得
られ た 臨床検体の 還元型葉酸濃度は は るか に 低く ， ヒ トの 血 清
で の 低tl還元塾葉酸濃度231がそ の 一 因と考 え られ た ．
高い T S濃度を持 つ と 下 の 腺病組織 で は ， C H2H4PteGlu や
H4PteGlu 濃度は T C形成 に 十分な だ け存在す るの で あ ろ うか ．
今回 の TS工Rin l ube の 検討 より 以下の 推論が成立す る ．
T Cの 形成過程か ら 次の 式が 成 り立 つ ． す なわ ち ， 反応 開始
後 の 試験管内 の T S 濃度 ， F d U M P濃度 ， お よ び T S と
F d U M Pの 二 者 結合体 くT S． F d U M Pl の 濃度 を そ れ ぞれ ，
tT Slh t。be ，tF d U M Plin t。b．，tTS． F d U M Pli。 t。be と し ， 反応速度定数
を K3， K4 で 表す と ，
ET S．F d U M Plin ．。b．ノくtT Sコh t。be XrF d U M PL。 L。b．l 二 K．1K，
さ らに ， 試験管内の T C濃度 ， C H2H．PteGlu 濃度 をそ れ ぞれ ，
tT Clh ．ub亡，tC H2H．PteGlul狛 血 と し， 反応速度定数を K．， K2 で表
すと ，
tT Clin t。bJ くtT S．F d U M Plm L。be XrC H2H．PteGlulin t。bモナ ニ K21Kl
また ， 試験管内で の T Sの 初期濃度 を 汀Slo i爪 ．ub亡 とす る と ．
T SIRh ．。beく％1こ 10 0xrT Clin t。bJtT Sl。 h L。b．
試 験管 内で の C H2H4PteGlu お よ び F d U M Pの 初 期濃度
くrC H2H4PteGlul。 h t。b， ，EF d U M Pl。 h t ub．1が ， とも に T Sの 初期
度 に比 べ て ほ る か に 大 きい と き に ほ ， tC H2H4PteGluli。 tub． と
FF d UMPlh t。b亡 は そ れ ぞ れ 初期濃度 に 等 し い ． こ の 時 に ほ ，
T S工Rh ．血 は 次の 式で 表 さ れる ．
T S工Rh ．ub亡く％Iニ
100x K2 ．K4 ．rC H2H．PteGlul。 in tuberF d U M Pl。 h t 。bJ
くK． ． K，＋Kl ． K． ．EF d U M Pコ。 h L 。be＋K2 ． K． ．
EC H2H4PteGluコ。 h ．。b七 ．tF d U M Pl。 l。 tUb．ナ
すな わ ち ， F d U M P お よ び C H2H．PteGlu の 初期濃度 が と も に
T Sの 初 期捜度 に 比 べ て は るか に 大き い と き ， T SI Rin t 血 は
T Sの 初期浪度と は 関係なく決定 され る．
した が っ て ， 今 回 F d U M P過剰の 条件下で T S高濃度の 検体
に み られた T SIRin t。be の 低値傾向は ， TS高濃度 の 癌艶織 で は
C H2H4PteGlu や H．PteGlu が T Sに 対 し相対的に 不 足 して い る
こ とを 示 して い る ．
T SIRn 血 と異 な り ， 切除前に U F T が投与 され た 検体に おけ
る T S阻害率くT SIRトに ほ T S低濃度の 組織 と T S高濃度の 阻
織 の 間に 差を 認め な か っ た ． 以上 よ り ， T S高濃度 の 痛風織 で
は フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ソ へ の 反復暴露に よ っ て ， 他 の 還元 型葉酸か
ら CH2H4PteGlu や H．PteGlu へ の 転換が促進 され た 可 能性が 示
唆され た ． こ の よ う な 葉酸代謝 は ， T S濃 度に 対す るC H2H4－
PteGlu や H4PteGlu 濃度の 比と と もに ， T Sが高濃度の 癌組織
に お い手は T S阻害に 影響を及ぼすもの と思わ れ る1 こ れ に 対
し ， 低 い T S濃度 を 示 す痛敵織 で は ， T S 濃 度 に 対す る
C H2H．PteGlu や H4PteGlu 濃度の 比が T S阻害を左右する最も
重要な因子 と考 え られ た ．
1種 類の ダ ル ク ミ ン 残基数を持 つ C H2H4PteGlu を 用 い た 測
定で ほ ， T Cの 安定性 は試験管内の T S濃度や F d U MP 濃度に
ほ 左右され ず ， 試験管内の 遊離 の C H2H．PteGlu 濃度 の み に 左
右 され る こ と が報告され て い る24 ト 26，． C H2H4PteGlun は ， モ ノ グ
ル タ ミ ン 酸 塩 型 の C H2H4PteGluくm ethyle n etetr ahydrofolyト
m o n oglutam ate， CH2H．PteGlu．1 よ りも200倍以上 の T C安定化
作用 を 有 して お り ， ダル ク ミ ン 残基数が 3 以 上 な らば， そ の 安
定化作用は 一 定 で ある と 報告され て い る25－． 観織 内の 還元 型葉
酸 ほ ほ とん ど残基数が 3以上 の ポ リ グ ル タ ミ ン 酸塩型で あるの
で ， T Cの 安定性 ほ ， 組織 内の C H2H4PteGlu 濃度の み に 依存す
る こ と に な る ． 今回 の 測定結果 か らも ， 癌覿 織間に 存在する
C H2H4PteGlu 濃 度の 差が T Cの 安定性 に 大きく影響 して い る こ
と が判 明 した ． した が っ て ， た とえ T S濃度が 同 じで も， 同等
の T S阻害率を得 るの に 必要な F d U M P濃度が癌組織間で 異な
るもの と推測 され た ． T S高濃度 の 癌組織ほ どフ ッ 化 ビ リ ミ ジ
ン 系抗癌剤 に 対す る感受性が高い と する Ma eharaら8ンの 報告が
あ る． しか し ， 一 方 で T S が高濃度で ある と ， 同程度の T S阻
害をもた らす の に 必 要な F dU MP や C H2H4PteGlu を よ り多く
必要とする た め ， フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤が効き に くい とす
る報告もある9－． こ の 二 つ の 考 え は 一 見矛盾 して い る よ う で あ
るが ， 十分な F d U M P や C H2H4PteGlu を 補 う こ と に よ り ，
T S高値の 癌組織 に ほ 1 フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に 対す る高
い 感受性が期待できる こ と を意味 して い る． ヒ ト腺癌組織内の
T S濃度 は正 常粘膜 と比較する と総 じて 高く t 癌紅織内還 元型
菜酸濃度を高め る 5－F Uの 生化学的修飾は今後は よ り大きな意
味 を持 っ て く る もの と思 われ る ．
結 論
作用磯序が明 らか に され て い る既知 の 抗癌剤を対象に ， そ の
作 用増強の 条件を 明 らか に する 目 的で ， ヒ トの 胃癌組織61例，
大腸癌組織26例を 用 い ビ リ ミ ジ ン 代謝 ， お よび 三 者結合体と還
元型葉酸代謝 と の 関係を検討 し た ． そ の 結 果以下 の 結論を得
た ．
1 ． 癌組織の T S濃度 ， T K活性 ， 5－F Uの リ ン 酸化お よ び分
解経路活性 ， 還 元型葉酸濃度 くC H2H4PteGlu お よ び H．PteGlu
の 合計濃度l， T Cの 半減期ほ それ ぞれ ， 2．5 土3．6nM， 2．6 士1．3n
m oVg組織J，min ．， 4．5 土3．9n m olノg組織ノmin ． ， 1．4 土1．On m oVg 組
織ノminリ 1．9 土1．OnM． 36 士8分で あ っ た ，
2 ． 外国性 の F d U M Pと内因性還元型葉酸 の み の 存在下で の
T C 形成量 の T S濃度 に 対す る 百 分率 を測定 し ， こ れ を
T SIRin ．。be と して ， T S濃度と の 関係を み てみ る と ， 両者の 間に
は ， 負 の 相 関 が 得 ら れ た くy ニ ー 0．37x ＋2．672， r ニ 0．543，
pく0．00り．
3 ． 術前 に フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン を投 与され た 検体 の T S阻害率
くT SI Rl と T S渡度 との 間に 相関関係は み られな か っ た ．
4 ． ト
．
リ チ ウ ム で標識 された T Cの 半減時間は試験管内の 還
元型葉酸濃度 くC H2H．PteGlu 濃度I と よく相関 し た くy ニ 8g－9























































5． T S濃度 に 対す る還元型葉酸濃度の 比は ， T S濃度 が高く
な るに つ れ 有意に 減少 した くr ニ 0■54 3， pく0．0011．
6 ． 試験管内の C H2H．PteGlu 濃度 を T S濃度で 険 した 値と
T S 沢山 I ub亡 と の 間 に は 有意な正 の 相関関係が み られ た くr ニ 0，553，
pく0．00り ■
以上 の 結果か ら ， 5－F Uの リ ソ 酸化経路活性と 比 べ て ， 5－F U
の 分解経路病性は無視 し得る値 で ほ なく t フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン の
抗腫瘍効果に 影響 を及 ぼすと考え られ た ■ また J 匝瘍組織間に
み られ る T S濃度や還 元型葉酸濃度 の 相違が フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン
投与後の T S阻害率を左右す る こ と が 明らか に な っ た ．
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T he c o mbin ed administradon offluoropyrimidin e and itsregulatoryfactorshave re c e n tly a tra cted attentio nbec ause of
thehigher e伍cacy ongas扇c or c olorectalc anc er－ h this study， Various en zymatic acdvitiesparticipatingin thepyrimidine
m etabolis m oft um Ortissues w ere m easured， and interactionsbetw e e nthelev els of thymidylate synthase andreduc ed folate，
which isdle C Ofactor ofthe e nzym e reaction， W er e St udiedto m ake clearthe c o ndi do nsfbr enhan ce m ent of he e飴 ct of the
Che m otherapy wi thnu oropyrimidines． Eighty－S e V e nfresh s amples ofgas bic or colore c talc ar Cin o m adssu e and1 4s amples
Ofn orm algas甘ic m uc osa w ere obtainedfrom 75climic alcases． T bese s amples w erefroz en andstored un tiluse－ Me as ured
ite m s w ere the th ymidylate synthaseくT SJlev el， a Cdvities of thymidin ekin aseくT Kl， 5－flu or ouracilphosphorylation and
degradationpathw ays， a nd the c on centration of m ethyle neterahydrofolateくCH2H．PteGlul and terahydrofolateくH4PteGlul
Which ar e redu ced fblates． Moreo ver， the stability ofthetern ary C O mPlex consistlng Of 血tiu m－1abeled fluorode o xyuridine
m o n ophosphateCH－ Fd UM PJ， TS and endogen o us reduc ed folate w ere studied． TYle m e an Valu esplus or minus standard
de viatio nsくm e an S士 Dlof the TSlev el， T Kactivity， the an abolic activity of5－nu OrO uraCil， the c atabolic activity of 5－
fluoro uracil， the sum Ofthetw o reduc edfolates， and the half－1ife of甘itiu m－1abeledte m ary c o mplex in c ar Cin o m atiss ues
Were2．5士3．6 nM ， 2．6士1．3 n molg tissu elmin． ， 4．5士3．9 n m olg tiss uehnin． ， 1．4 士1．O n m oIg tiss u ehnin． ， 1．9士1．OnM ， and
36 土8 min． ， r e SpeCtively． The half－1ife of tritiu m－1abeledter n ary c o mple x andthe c o nc e ntratio n of the m ethyle ne－
t etrahydr ofolatein testtubse w ere c orr elated w ellくyニ89．8X＋18．6， rニ0．8 69， Pく0．001J． A n egativ e c orr elatio n
くyニ ー0．37 X＋2．67，rニ札543，pく0．0011w as obs erv ed betw e enthe TSlevel andTSIRint。b．， Whichindic ates the perCe ntage OfTS
for m lng 也e te rn ary C O mPle x with Fd UM Pad ded exogen o usly and endogen o usredu ced folates． T hese results sho w that
degradation of5－nuOr O u raCilhas aninfluenc e o nthe and－tu m Or a Chvlty Of flu or opyrimidines， and that thedifferenc esin the
lev els of TS or reduc edfblate am Ongtum Ortissuesinflu encethe thymidylate synthaseinhibitio n rate and the dur ation of
thymidylate synthaseinhibition after administration offluoropyrimidines．
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